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ウス各 6 匹に免疫した。 3 週間後、 4 匹の CST ノックアウトマウスの血中に抗サルファタイド活性が検出された。
野生型マウスにはいずれも検出されなかった。最も反応性の強かったマウスに追加免疫をした後、牌細胞を調製し、
ミエローマ細胞株 PAI 細胞と細胞融合させた。ハイブリドーマの培養上清液の抗サルファタイド活性を調べ、限界希
釈法により、最終的に DI8 とよぶクローンを得た。 DI8 が産生するイムノグロプリンは IgG3 であった。 DI8 抗体は、
ELISA でサルファタイドともセミノリピドとも同程度に反応したが、中性糖脂質のガラクトシルセラミドやガングリ
オシド GM3、他の硫酸化糖鎖であるヘパリン、パイグリカン、デコリンとは結合しなかった。また、 DI8 抗体は、
薄層クロマトグラム免疫染色法で、サルファタイド、セミノリピド、ラクトシルサルファタイドと特異的に結合したが、
硫酸基が内部のガラクトースに付加した SM2 や中性糖脂質やガングリオシドとは反応しなかった。このことから、
DI8 抗体は末端に存在するガラクトース 3-硫酸構造を認識すると思われる。 CST ノックアウトマウスと野生型マウス
由来の精巣切片を DI8 抗体による免疫組織化学で観察したところ、野生型マウスの精巣において精子形成細胞の細胞
表面に局在するセミノリピドが明瞭に染色された。
DI8 ハイブリドーマから RNA を抽出し、 H 鎖と L 鎖の可変部(以下 VH、 VL と略)をコードする遺伝子を得た。
VH 遺伝子と VL 遺伝子の聞に (GlY4Ser)sをコードする DNA リンカーを挟んで scFv 遺伝子を作製し、ファージミ
59 
ドベクターpCANTAB 5E に挿入した。得られたファージミド pCANTAB-DI8 を大腸菌株 TGl に導入した後、ヘル
ノくーファージ M13K07 を感染させてファージ粒子をレスキューした。得られた多数のファージクローンに対して、
M13 ファージの外被に g3p との融合タンパクとして発現される scFv を、サルファタイドとの結合性をもとにスクリ
ーニングした。全ての陽性クローンは挿入 scFv 遺伝子を含んでおり、ファージディスプレイシステムが有効に機能
していた。さらに、可溶性の scFv 抗体を得るために、陽性クローン由来のファージを大腸菌株 HB2151 に感染させ
た。その結果、感染 HB2151 細胞は、分子サイズ 30 kDa の可溶性 scFv 抗体をペリプラズムに分泌することがわか




CST ノックアウトマウスを用いることにより、 DI8 とよぶ新しい抗硫酸化糖脂質単クローン抗体を作製した。さら





ローン抗体 DI8 を得た。 DI8 は IgG3 で、脂質に結合した非還元末端のガラクトース 3-硫酸構造を認識することがわ
かった。 DI8 の H 鎖と L 鎖の可変部をコードする cDNA を得、ファージミドベクターに組み込み、ファージディス
プレイシステムで scFv 抗体がスルファチドと結合することを確認した。さらに、可溶性の scFv 断片を生産、精製し
て結合特性を調べ、結合力は弱いが元の DI8 抗体と同様の特異性を保持していることを示した。
本論文は、硫酸化糖脂質を認識する単鎖抗体を初めて作製し、生体内やの硫酸化糖脂質の動態を調べたり、機能を
制御するための基盤技術の開発に寄与した。よって、本学の学位を授与するに値するものと判断した。
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